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Abstract: Feline coronavirus (FCoV) infection initiates monocyte-associated viremia and viral persis-
tence. Virus-infected, -activated monocytes also trigger feline infectious peritonitis (FIP), a fatal systemic
disease of felids typified by granulomatous (peri)phlebitis. Currently, the exact mechanisms inducing
monocyte activation and FIP are unknown. This study attempted to identify the potential immediate
effect of virulent FCoV on colony-stimulating factor (CSF) (granulocyte (G)-CSF, monocyte (M)-CSF
and granulocyte-monocyte (GM)-CSF levels through in vitro assessment, alongside prototypical pro- and
anti-inflammatory mediators (interleukin (IL)-1, IL-6, IL-12p40, tumor necrosis factor (TNF)-฀, and IL-
10); this was assessed alongside the in vivo situation in the hemolymphatic tissues of cats euthanized with
natural end-stage FIP. For the in vitro work, isolated monocytes from SPF cats were cultured short-term
and infected with the FIP virus (FIPV) strain DF2. Mediator transcription was assessed by quantitative
reverse transcriptase PCR (RT-qPCR) at 3, 6 and 9 h post infection (hpi), and in the post-mortem
samples of bone marrow, spleen, and mesenteric lymph nodes (MLN) of cats with FIP. We observed
limited and transient changes in cytokine transcription in monocytes after infection, i.e., a significant
increase of IL-6 at 3 hpi and of GM-CSF over the 3 and 6 hpi period, whereas M-CSF was significantly
decreased at 9 hpi, with a limited effect of age. The findings indicate that the infection induces expansion
of the monocyte/macrophage population, which would ensure the sufficient supply of cells for consistent
viral replication. In natural disease, the only upregulation was of G-CSF in the MLN, suggesting either
immune exhaustion or an active downregulation by the host as part of its viral response.
DOI: https://doi.org/10.3390/pathogens9110893
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Abstract:  Feline  coronavirus  (FCoV)  infection  initiates monocyte‐associated  viremia  and  viral 
persistence. Virus‐infected,  ‐activated monocytes also  trigger  feline  infectious peritonitis  (FIP), a 









3, 6 and 9 h post  infection  (hpi), and  in  the post‐mortem  samples of bone marrow,  spleen, and 
mesenteric  lymph nodes  (MLN) of cats with FIP. We observed  limited and  transient changes  in 
cytokine transcription in monocytes after infection, i.e., a significant increase of IL‐6 at 3 hpi and of 
GM‐CSF over the 3 and 6 hpi period, whereas M‐CSF was significantly decreased at 9 hpi, with a 
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Feline  infectious  peritonitis  (FIP)  is  a widely distributed  feline  coronavirus  (FCoV)‐induced 
systemic disease in cats, characterized by a granulomatous to necrotizing phlebitis and periphlebitis, 
granulomatous inflammatory lesions in several organs, and fibrinous to granulomatous serositis with 
protein‐rich body cavity effusions  [1–3]. Following viral  transmission via  the  fecal–oral route and 
enterocyte infection [4], most infected cats develop a monocyte‐associated FCoV viremia with some 
degree of viral replication in monocytes [5–8]. Monocytes are the cells that are responsible for viral 
dissemination  and  the development  of  FCoV persistence  in  tissues  [9]. When  activated,  infected 
monocytes mediate  granulomatous  phlebitis  and  periphlebitis,  the  disease  process  causing  the 
typical FIP  lesions  [1], with accumulation of abundant macrophages at  lesion sites. Alongside  the 
other  features,  both  FCoV‐infected  cats without  FIP  and  cats with  FIP  exhibit  evidence  of  the 
proliferation  and  activation  of monocytes/macrophages  and  their  precursors  in  hemolymphatic 











The colony stimulating  factors  (CSFs) are members of  the cytokine  superfamily,  first named 
numerically for their ability to act as growth factors for hematopoietic cells in vitro. They have since 
been  renamed  monocyte  (M)‐CSF,  granulocyte  monocyte  (GM)‐CSF  and  granulocyte  (G)‐CSF, 
respectively.  The  CSFs  have  overlapping  but  non‐redundant  roles.  M‐CSF  is  important  for 
homeostasis, being detectable in plasma and constitutively expressed by many cell types, including 
macrophages, endothelial cells, and  fibroblasts  [14]. GM‐CSF  is more  involved with  inflammation 
and as such is mainly produced by activated leukocytes, including monocytes and macrophages [15]. 











G‐CSF, GM‐CSF,  TNF‐α  and VEGF  production  at  2–3  days  post  infection with  FIPV  [13,18,19]. 
However,  there  is  a paucity  of  information  as  to  the  immediate  effect  of  FCoV  infection  on  the 
function of monocytes, which could consequently occur even in low‐level viremia. The present study 
aimed  firstly  to  assess  whether  FIPV  can  directly  activate  feline monocytes.  For  this  purpose, 
peripheral blood monocytes were isolated from barrier‐maintained, FCoV‐free cats of variable age, 
short‐term cultured, infected with the FIPV strain DF2 and examined for transcription of IL‐1, IL‐6, 
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IL‐10, IL‐12 p40, TNF‐, G‐CSF, M‐CSF and GM‐CSF by quantitative reverse transcriptase PCR (RT‐



















Previous  studies  have  shown  that  constitutive  cytokine  transcription  in  isolated  feline 
monocytes  (Il‐1β,  IL‐6, TNF‐α and  IL‐12 p40)  is generally highly variable  [12]. The present study 
examined monocytes  that  were  isolated  and  cultured  using  the  same  approach  [12]  and  then 
extended  the culture after  infection with DF2, a virulent FIPV serotype  II  isolate  that  induces FIP 
under experimental conditions [21], or mock infection. The incubation of isolated feline monocytes 
with DF2 for 1 h, at 15–18 h after plating, led to their infection, as confirmed by RT‐qPCR performed 





GM‐CSF  in  90.3%  (112/124  samples),  IL‐10  in  88.7%  (110/124  samples), G‐CSF  in  87.9%  (109/124 
samples) and IL‐12 p40 in 74.2% (92/124 samples).   
In uninfected monocytes, IL‐1β was transcribed at the highest relative levels, followed by TNF‐








are  included  to  indicate  the  extent  of  variation  in  the  transcription  levels.  This  reflects  that  all 
cytokines except IL‐1β were transcribed with high inter‐individual and inter‐test variations. For IL‐
1β, mRNA levels appeared very consistent throughout.   




for all examined cytokines, post  feline  infectious peritonitis virus  infection  (“infected”) and mock 
infection (“non‐infected”). For each cytokine, results from all animals and time points were pooled. 
The values are based on the difference in RT‐qPCR threshold cycle (ΔCt) values for each cytokine in 
relation  to  the house‐keeping gene  feline  (f)GAPDH. Negative values  indicate  that  the cytokine  is 
transcribed at a higher level than GAPDH. The boxes depict the median and interquartile (IQ) range 
with whiskers extending to the highest and lowest values which are within 1.5× the IQ range. Outliers 
beyond  this  are  individually  marked.  Values  at  20  ΔCt  represent  samples  where  cytokine 
transcription  was  not  detected.  IL‐1β/6/10/12p40—interleukin  1  beta/6/10/12p40;  TNF‐α—tumor 
necrosis  factor  alpha;  G/M/GM‐CSF—granulocyte/monocyte/granulocyte  monocyte  colony 
stimulating factor. 
In  FIPV‐infected monocytes,  IL‐1β  (mean  ΔCt:  −0.954) was  again  transcribed  at  the  highest 
relative  levels, followed by TNF‐α (mean ΔCt: 3.836), G‐CSF (mean ΔCt: 3.89), M‐CSF (mean ΔCt: 




















Previous  in vitro  studies have  shown  that  FIPV  infection  of  isolated  alveolar macrophages, 
peripheral  blood  mononuclear  cells  (PBMC)  and/or  monocytes  can  induce  the  production  of 
cytokines, such as TNF‐α, IL‐1, G‐CSF, GM‐CSF and VEGF, after 1–3 days, an effect enhanced by 
incubation with  an  anti‐S  (spike)  protein  antibody  [13,19,23,24]. Monocytes/macrophages  in  FIP 
phlebitis were also shown to strongly express TNF‐ [1]. However, it is also of relevance whether 
monocytes exhibit  functional changes  immediately after  infection,  since FCoV  infection generally 
leads to monocyte‐associated viremia and some degree of viral replication [5–8,25], with subsequent 
persistent  infection  in  tissue  macrophages  [9].  The  present  study  therefore  examined  cytokine 
transcription  in  monocytes  in  the  early  phase  after  infection  (3–9  hpi),  around  the  first  viral 
replication cycle [26]. 



































present study on monocytes  from cats with a wide age  range  (10 months–7 years 9 months). We 









young  and older  cats  showed  a more  intense  increase  after  infection  than  the middle  aged  cats. 
Furthermore,  transcription  levels were  significantly  lower  at  9  hpi  compared  to  3  hpi.  Figure  3 
demonstrates these associations. 
 
Figure  3. Association  of  relative  IL‐1β  transcription  levels  (log10  of  ΔΔCt) with  age  and  time  of 
harvesting after infection (3 (25 samples), 6 (19 samples) and 9 (18 samples) hpi). The 62 data points 
represent the difference in IL‐1β transcription between infected and non‐infected cell cultures of the 
same animal  sample. Regression  lines  (including 95% CIs) are  fitted  for  each  time post  infection.   









6 and 9 h post FIPV  infection  (with 25, 19, and 18  samples at each  time point,  respectively). The 
amount  of  target  was  calculated  by  2‐ΔΔCT,  using  fGAPDH  as  the  internal  reference  gene  for 
normalization and expressed as an n‐fold difference relative to the non‐FIP group mean of the BM 
samples  as  a  calibrator. The boxes depict  the median  and  interquartile  (IQ)  range with whiskers 
extending to the highest and lowest values which are within 1.5× the IQ range. Outliers beyond this 















The amount of  target was  calculated by 2−ΔΔCT, using  fGAPDH as  the  internal  reference gene  for 
normalization and expressed as an n‐fold difference relative to the non‐FIP group mean of the BM 

























pairwise  comparison  necessary,  between  the  14  FCoV‐positive  cats with  FIP  and  the  six  FCoV‐
negative non‐FIP cats. In the BM, 2 of the 11 cats with FIP were found to be FCoV‐negative by RT‐












Figure 7. Comparison of  relative FCoV mRNA  levels between organs. The amount of  target was 
calculated by 2−ΔΔCT, using fGAPDH as the internal reference gene for normalization and expressed 
as an n‐fold difference relative to the FIP group mean of the BM samples as a calibrator. The boxes 






rank sum  (Mann–Whitney)  (Wrs): z:2.211, p < 0.05, Figure 8A).  Interestingly, when FCoV‐positive 
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status in the BM was considered, it was the two virus‐negative cats with their lower G‐CSF levels that 
mediated  the  significant  difference  between  disease  groups,  whereas  the  difference  was  not 
significant when FIP cats with FCoV‐positive BM were compared to the non‐FIP cats (Figure 8B and 
Table 1A). There was no significant difference of G‐CSF in the spleen (Figure 8C), but cats with FIP 










fGAPDH  as  the  internal  reference  gene  for  normalization  and  expressed  as  an  n‐fold  difference 
relative to the non‐FIP group mean of the BM samples as a calibrator. The boxes depict the median 
and  interquartile  (IQ)  range with whiskers extending  to  the highest and  lowest values which are 








A  Organ  Comparison  Probability 
  BM  FIP vs. non‐FIP  <0.05 * 
    FIP FCoV +ve vs. FIP FCoV −ve  0.099 
    FIP FCoV +ve vs. non‐FIP  0.059 
    FIP FCoV −ve vs. non‐FIP  <0.05 * 
  Spleen  FIP vs. non‐FIP  0.564 
  MLN  FIP vs. non‐FIP  <0.01 * 
    FIP vs. non‐FIP FCoV +ve  <0.01 * 
    FIP vs. non‐FIP FCoV −ve  <0.01 * 
    non‐FIP FCoV +ve vs. non FIP FCoV −ve    0.574 
B  Organ  FIP Median (n)  Non‐FIP Median (n) 
  BM  25158.38 (11)  0.872 (6) 
  Spleen  1.03e + 07 (14)  6.298 (6) 
  MLN  4.25e + 08 (30)  all cases 3.082 (40)   
        FCoV +ve 2.249 (10) 
          FCoV −ve 3.120 (30) 














fGAPDH  as  the  internal  reference  gene  for  normalization  and  expressed  as  an  n‐fold  difference 
relative to the non‐FIP group mean of the BM samples as a calibrator. The boxes depict the median 
and  interquartile  (IQ)  range with whiskers extending  to  the highest and  lowest values which are 





A  Organ  Comparison  Probability 
  BM  FIP vs. non‐FIP  <0.05 * 
    FIP FCoV +ve vs. FIP FCoV −ve  0.239 
    FIP FCoV +ve vs. non‐FIP  0.077 
    FIP FCoV −ve vs. non‐FIP  <0.05 * 
  Spleen  FIP vs. non‐FIP  <0.05 * 
  MLN  FIP vs. non‐FIP  0.476 
    FIP vs. non‐FIP FCoV +ve  0.975 
    FIP vs. non‐FIP FCoV −ve  0.383 
    non‐FIP FCoV +ve vs. non FIP FCoV −ve    0.731 
B  Organ  FIP Median (n)  non‐FIP Median (n) 
  BM  0.635 (11)  0.975 (6) 
  Spleen  5.992 (14)  29.449 (6) 
  MLN  3.133 (30)  all cases 2.422 (40)   
          FCoV +ve 2.249 (10) 















and  interquartile  (IQ)  range with whiskers extending  to  the highest and  lowest values which are 





A  Organ  Comparison  Probability 
  BM  FIP vs. non‐FIP  0.191 
    FIP FCoV +ve vs. FIP FcoV −ve  0.814 
    FIP FcoV +ve vs. non‐FIP  0.157 
    FIP FcoV −ve vs. non‐FIP  0.739 
  Spleen  FIP vs. non‐FIP  <0.05 * 
  MLN  FIP vs. non‐FIP  0.794 
    FIP vs. non‐FIP FcoV +ve  0.349 
    FIP vs. non‐FIP FcoV −ve  0.442 
    non‐FIP FcoV +ve vs. non FIP FcoV −ve    0.075 
B  Organ  FIP Median (n)  Non‐FIP Median (n) 
  BM  3.462 (11)  0.965 (6) 
  Spleen  2.400 (14)  17.787 (6) 
  MLN  46.143 (30)  all cases 41.967 (40)   
          FcoV +ve 71.609 (10) 





































utilized  for pro‐inflammatory  cytokine  signaling  (IL‐1β, TNF‐α)  [31],  and  therefore  its  activation 
would be expected to correlate with increased levels of these cytokines. For the present study, the 
time period of 3 to 9 hpi was chosen  for  two reasons. Firstly,  to observe any potential  immediate 
effect of FCoV on  the  infected  cells, and  secondly  to attempt  to minimize  (without being able  to 
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The  findings suggest  that  the FIPV  infection of naïve monocytes alone  is not sufficient  to  induce 
significant  activation  and  thereby  the  development  of  FIP  lesions.  Considering  that monocyte‐





the  monocyte/macrophage  pool—IL‐6  is  known  to  induce  the  proliferation  of  myeloblasts, 
promyelocytes and colony  forming unit‐megakaryocyte  (CFU‐M)  [32]. This effect would coincide 
with that of GM‐CSF, which was found to be upregulated at the same time and still at 6 hpi, and is 
known to induce the proliferation and differentiation of monocyte and neutrophil precursors and to 
activate mature monocytes  and  neutrophils,  for  example  by  enhancing  the  expression  of  some 
adhesion molecules, such as CD11a and b [33]. The functions of IL‐6 also include both increasing the 
neutrophil pool and  increasing their  function and  lifespan [34]. This may represent an  immediate 
response of the immune system to try and remove the virus. GM‐CSF also induces an inflammatory 
profile in human monocytes; should it have a similar role in cats, this would decrease the required 
stimulus  threshold  for activation  [35].  In concert,  IL‐6 and GM‐CSF  released  from newly  infected 
monocytes could increase the monocyte pool and thereby ensure that sufficient cells are available to 
maintain viral replication. Experimentally, both have biphasic half‐lives, with a rapid drop within 
minutes  followed  by  a more  prolonged  half‐life  of  around  an  hour  [36,37];  if  this  situation  is 
replicated in vivo and in felines this could explain why later measurements fail to detect an elevation 
despite  evidence  of  their  downstream  effects.  Of  particular  interest  regarding  the  known  age 
susceptibility of young  animals  to FIP, we  found  a  tendency  for GM‐CSF  transcription  levels  to 
decrease with age in response to infection, and a tendency (though neither reached significance) for 












monocytes.  Accordingly,  we  observed  age‐dependent  significantly  lower  IL‐1  and  G‐CSF 
transcription after  infection, alongside M‐CSF downregulation at 9 hpi compared  to 3 and 6 hpi, 
respectively, and no changes in the transcription of any other examined cytokine, i.e., TNF‐, IL‐12 
p40  and  IL‐10 within  the  examined  time  frame.  The  lack  of  change  in  both  TNF‐  and  IL‐10 
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virus  inoculation was  in  combination with an antibody against FCoV S protein  that  is known  to 













only  in  FIP  cats with  FCoV‐negative  BM  samples.  This may  indicate  a  systemic  attempt  at  the 













been  reported  to develop FIP  lesions  (possibly as  the  immature monocytes are not susceptible  to 
infection—which instead occurs in circulating and fully differentiated cells) [3]. The spleen may be 
thought of as intermediate between the two, being highly exposed to circulating effects as well as 
susceptible  to  local  lesion  development,  whilst  the MLN  is  commonly  a  site  of  typical  lesion 
development [10]. MLN responses may therefore also correlate with a more local and direct response 
to viral infection. This could be interpreted as exemplifying the host vs. virus battle. Where there is a 








This part of  the  study was performed on 14 barrier‐maintained cats,  ranging  in age  from 10 
months  to 7 years 9 months at  the  time of sampling. Four cats were male neutered and had been 
purchased  at  the  age  of  1.5  years  (Ruprechts Karls University Heidelberg,  Zentrales  Tierlabor), 
another  four were  female  and  aged  8 months when  purchased  (Iffa‐Credo,  L`Arbresle,  Cedex, 
France).  The  remaining  six  cats  were  male  neutered  and  had  been  purchased  at  Ciba  Geigy, 
Switzerland, at the age of 4 months. 
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Contaminating  genomic  (g)DNA  in  RNA  extracts  was  digested  and  complement  (c)DNA 
synthesized  according  to published  protocols  [12]. Real‐time TaqMan  PCR, using  an  automated 






























to  examine preliminary associations with  time of  infection and differences between  infected and 
uninfected cells. Further analysis of the associations between age and infection time with the cytokine 



















uptake and  increased viral  load even  in the absence of notably  increased cell numbers [44]. These 
results suggest that the monocyte‐associated viremia that develops in the vast majority of infected 
cats may  elicit  similar  effects,  supported  by  the  limited  increase  in  the monocyte/macrophage 
populations observed  in healthy, FCoV‐infected  cats  [6,11,45]. For  the  significant upregulation of 
other, including pro‐inflammatory, cytokines, it is likely that more substantial viral replication, as is 
seen in cats with FIP [11] and in vitro FCoV monocyte infection studies [26], further stimulation, e.g., 
through ADE  [18,19,29,46],  cell–cell  interactions  or  other  so  far  unknown  factors  (such  as  viral 
mutations),  are  required. These  are  then  also  associated with  a more  substantial  increase  in  the 
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